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（方法） 12 週齢メスの DAP12 欠損マウスを計 72 匹，対照として C57BL/6 マウス
を計 72 匹使用した．右脛骨骨幹部に閉鎖骨折を作成し，骨折後 7～28 日目の X 線
像（各群 6 匹）および骨折後 14 日目のマイクロ CT 像（各群 6 匹）により放射線学
的解析を行った．骨折後 7～28 日目のアルシアンブルー染色組織像（各群 6 匹），
骨折後 14 日目の TRAP 染色組織像（各群 6 匹）および骨折後 3 日目の抗 F4/80 免
疫染色像（各群 6 匹）により組織学的解析を行った．Real-time PCR を用いて骨折
後 3～5 日目の Tnf, Il1b, Il6 の遺伝子発現（各群 6 匹）および骨折後 5～14 日目の
Col1a1, Col2a1, Col10a1 の遺伝子発現（各群 6 匹）を解析した． 
（結果） X 線像では両群とも骨折後 14 日目から骨癒合がみられ始め，21 日目に全





ージを示す F4/80 陽性細胞の細胞密度が低かった．Real-time PCR では，DAP12 欠
損マウスで骨折後 3～5日目における炎症性サイトカイン Tnfの発現が減少しており，
骨折後5日以降において仮骨内の骨形成マーカーであるCol1a1および軟骨形成マー
カーである Col2a1 と Col10a1 の発現が遅延していた． 
（考察） DAP12 欠損マウスで炎症期における Tnf の発現低下およびマクロファー








































る macrophage-colony stimulating factor (M-CSF)と分化誘導因子である receptor 
activator of NF-κB (RANK) ligand (RANKL)の表面受容体への結合が必須である 17)-19)．
破骨細胞の分化および増殖に関わる細胞内シグナル伝達経路を図 1 に示す．RANKL
が破骨細胞上の受容体である RANK に結合すると，tumor necrosis factor (TNF) 
receptor-associated factor (TRAF) 620)や cFOS21)の活性化を介して破骨細胞分化の
必須転写因子である nuclear factor of activated T cells, cytoplasmic 1 (NFATc1)の発
現が誘導される 22)．破骨細胞の十分な形成には初期誘導された NFATc1 の自己増幅
が必須であるが，イムノグロブリン様受容体 immunoglobulin-like receptors (IgLR)
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を介したシグナル伝達がこの過程に不可欠な役割を担うことが明らかとなった 23)．
IgLR は細胞外にイムノグロブリン様ドメインを持つ I 型膜貫通蛋白で，
DNAX-activation protein of 12kDa (DAP12)や FcRγ鎖などの膜結合型シグナルアダ
プター分子と会合して細胞内に活性化シグナルを導入する． 
DAP12 は 活性化アミノ酸配列モチーフである immunoreceptor tyrosine-based 
activation motif (ITAM)を有する膜結合型シグナルアダプター分子であり 24)，
triggering receptor expressed on myeloid cells-2 (TREM2)をはじめとする IgLR と会
合している． RANKL と RANK の結合によって ITAM 内のチロシン残基がリン酸化
され，会合する IgLR へのリガンド結合によるシグナルを介して NFATc1 の自己増幅
が刺激され，破骨細胞に特異的な遺伝子の発現が誘導される 25)（図 1）． 
ヒトにおける DAP12 や DAP12 関連免疫受容体 TREM-2 の欠損および不活化変
異は，大理石骨病による病的骨折を特徴とする Nasu-Hakola 病との関連が指摘され
ている 26)-28)．Kaifu らは DAP12 欠損マウスにおいて in vitro で破骨細胞の分化抑制
がみられ，in vivo で大理石骨病がみられることを示した 29)．DAP12 が恒常的な骨環
境において骨代謝にあたえる影響については詳細な検討がすでに行われているが，
骨折の修復反応により骨代謝が亢進した環境での DAP12 の影響に関しては報告が





















DAP12 欠損マウスを計 72 匹，C57BL/6 (B6)マウスを計 72 匹使用した．DAP12 欠
損マウスは過去の報告にしたがって作製した 30)．対照の野生型 B6 マウスは Charles 
River Japan より購入した．使用したマウスは全て東北大学加齢医学研究所付属動物






骨折の作成は 2%イソフルラン(フォーレン®; Abbott, Wiesbaden, Germany)の吸















表 1 のように炎症期，軟骨形成期，骨形成期，リモデリング期の 4 期に分類し，そ
れぞれの時期に応じて評価項目を決定した． 
 
4.4. X 線評価 
 骨折後 7, 10, 14, 21, 28 日目の B6 マウスおよび DAP12 欠損マウス（各群 6 匹）に
おいて，右脛骨摘出直後に軟 X 線撮影装置 (SRO-M50; Sofron, Tokyo, Japan) (20kV, 
2.0mA, 10sec)および X 線フィルム(Biomax XAR film; Carestream Health Co., New 
York, USA)を用いて脛骨側面像撮影を行い，骨折部における仮骨の骨化および骨癒
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4.5. マイクロ CT 評価および構造解析 
骨折後14日目にB6マウスおよびDAP12欠損マウスの右脛骨を摘出し（各群6匹），
マイクロ CT 撮影を行った．摘出した脛骨を 4°C の 70%エタノールに浸漬し， マ
イクロ CT スキャナー(Scan Xmate -L090; Comscan Techno Co., Ltd, Kanagawa, 
Japan) を用いて撮影した．撮影条件は電圧 75kV, 電流 100μA, 解像度
10.352μm/pixel, スライス厚 10.352μm, マトリクス数 516 × 506pixel で，骨折部を
中心に上下 506 スライス=5.238mm を撮影範囲とした．仮骨断面積が最大となる横
断像において，TRI/3D-BON ソフトウェア(Ratoc System Engineering Co., Tokyo, 
Japan)を用いて骨組織体積(TV, mm2), 骨梁密度(BV/TV, %), 骨梁幅(Tb.Th, μm), 骨
梁数(Tb.N, 1/mm), 骨梁間隙(Tb.Sp, μm)を計測した．CT 輝度は 256 階調のグレース
ケールで表現され，マウス骨標本を使用したキャリブレーションデータに基づいた
閾値により，輝度 1～30 を海綿骨，輝度 31～255 を皮質骨と設定した．仮骨におけ
る線維性骨から層板骨へのリモデリングを評価するため Image J version 1.47t 
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(http://imagej.nih.gov/ij/) を用いて骨組織体積(TV, mm2)および新生皮質骨体積(new 
cortical shell area, mm2)を計測し，過去の報告 33)に準じて percent new cortical shell 
area (new cortical shell area/TV, %) を算出した． 
 
4.6. 非脱灰凍結切片作成 
摘出した脛骨を 4%パラホルムアルデヒドに 48時間浸漬し固定を行い，その後 30% 
スクロースに 24 時間浸漬して脱水した. 脛骨周囲の筋組織を除去し，髄腔内のステ
ンレス鋼線を抜去した後に脛骨非脱灰標本を OCTコンパウンド(Tissue-Tek; Sakura 
Finetek, CA, USA)へと包埋し，液体窒素に浸漬して凍結させ切片作成時まで-80°C
で保存を行った．クライオスタット(Bright, Huntingdon, UK)およびミクロトーム刃
(S35 Fine, Feather Safely Razor, Osaka, Japan)を用いて，矢状断方向に厚さ 7μm の
連続切片を作成した．矢状断面での中央付近の切片を使用した．切り出した凍結切
片を直ちにクライオフィルム (Cryofilm Type II C (10), Section-lab, Hiroshima, 
Japan) へと貼り付け，標本面を上方にしてクライオフィルムをスライドガラスに載
せ，染色時まで 4°C で保存した.  
 
4.7. 組織学的評価 
骨折後 7, 10, 14, 21, 28 日目の凍結切片にアルシアンブルー染色 (AB 染色)を行っ
た（各群 6 匹）．骨折後 14 日目の凍結切片に leukocyte acid phosphatase kit 
12 
(Sigma-AldrichTM, St Louis, MO, USA)を用いて破骨細胞を特異的に染める酒石酸耐






組織切片を0.5% Triton x100 (Sigma, St. Louis, MO, USA) に4°Cで60分浸漬し，10%
ヤギ正常血清 (Histofine blocking reagent; Nichirei bioscience, Tokyo, Japan) で2時
間ブロッキングを行った．1次抗体はラット抗マウスF4/80抗体 (Code MCA497GA; 
AbD Serotec Ltd., Oxford, UK) を1:500で希釈し，4°Cで一晩反応させた. 2次抗体は




組織切片は光学顕微鏡 (BX51 microscope; Olympus, Tokyo, Japan) および付属の
ソフトウェア(CellSens Standard version 1.7; Olympus, Tokyo, Japan)を用いて観察
し，画像をデジタルカメラ(DP73; Olympus, Tokyo, Japan)にて撮影した．免疫組織






 アルシアンブルー染色標本を用いて，組織像の定量的評価を行った．骨折後 7, 10, 
14, 21, 28 日目において仮骨の総面積を測定した（各群 6 匹）．骨折後 7, 10, 14 日
目において仮骨内に占める血腫，軟骨仮骨，新生骨の面積の割合を測定した．面積
の計測には Image J を使用した． 
 骨折後 14 日目の TRAP 染色像を用いて，新生骨における成熟破骨細胞数の計測を
行った（各群 6 匹）．核数が 3 個以上の TRAP 陽性細胞を成熟破骨細胞と定義した．




免疫染色標本を用いて，骨折後 3 日目の骨折部血腫における F4/80 陽性細胞数の





4.11. Real-time PCR  
骨折後3, 5, 7, 10, 14日目にB6マウスおよびDAP12欠損マウスの骨折部仮骨を採
取した（各群6匹）．採取した組織を冷却下にPolytron homogenizer (PT-MR2100; 
Kinematica, Switzerland) を用いて均一に粉砕し，Trizol reagent (Invitrogen Corp., 
Carlsbad, California, USA) 1mlでmRNAを抽出し，RNeasy Mini Kit for RNA 
extraction (Qiagen, Hilden, Germany) を用いてmRNAを精製した．精製mRNAにRT 
buffer, RT random primers, dNTP mix, MultiscribeTM reverse transcriptase (Applied 
Biosystems, Foster city, CA, USA) を加え，Gene Amp® PCR system 9700 (Applied 
Biosystems, Foster city, CA, USA) を用いて25°C 10分，37°C 2時間で逆転写を行い 
cDNAを合成した． 
得られたcDNA 1μlをRNase-free waterにて9 μlに希釈し，ready-to-use Taqman® 
Gene Expression Assays 1μl およびTaqman® Universal Master Mix II with Uracil-N 
Glycosylase 10μl (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) を加え，Taqman® 
Gene Expression Assaysプロトコールに従いStepOnePlusTM real-time PCR system 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) を用いて50°C 2分，95°C 10分を各1回，








necrosis factor(TNF)-α, interleukin(IL)-1, IL-6の遺伝子であり34)，骨折後の炎症反応を
反映する．  
β-actinプローブ：Assay ID: Mm00607939_s1 
Col1a1プローブ：Assay ID: Mm00801666_g1 
Col2a1プローブ：Assay ID: Mm01309565_m1 
Col10a1プローブ：Assay ID: Mm00487041_m1 
Tnfプローブ：Assay ID: Mm00443260_g1 
Il1bプローブ：Assay ID: Mm00434228_m1 
Il6プローブ：Assay ID: Mm00446190_m1 












5.1. X 線評価 
 代表的な脛骨骨折の X 線像を図 3A に，骨癒合の評価結果を図 3B に示す．骨折後
7 日目において B6 マウスの 1 例(17%)に仮骨の骨化がみられ，骨折後 10 日目にお
いて B6 マウスの全例および DAP12 欠損マウスの 3 例(50%)に仮骨の骨化がみられ




5.2. マイクロ CT 評価および構造解析 
骨折後 14 日目のマイクロ CT 再構成像を図 4A に示す．DAP12 欠損マウスの仮
骨は B6 マウスと比較して内部の骨梁構造が密であり，表面の皮質骨性外殻の形成が
低下していた． 
仮骨の構造解析の結果を図 4B に示す．DAP12 欠損マウスにおける仮骨骨梁幅は
B6 マウスと比較して有意に大きかった (DAP12 欠損マウス:32 ± 0.71 μm; B6 マウ
ス:29 ± 0.83 μm; p < 0.05)．DAP12 欠損マウスの percent new cortical shell area は
B6 マウスよりも有意に小さく(DAP12 欠損マウス:7.3 ± 0.67 %; B6 マウス:9.3 ± 




骨折後 7, 10, 14, 21, 28 日目における B6 マウスおよび DAP12 欠損マウスの代表
的なアルシアンブルー染色像を図 5A に示す． アルシアンブルー染色によって仮骨
の軟骨基質が染色され，骨折後 10 日目に B6 マウスおよび DAP12 欠損マウスの両
群において，仮骨の辺縁から中心へ向かって進行する線維性骨の形成過程が示され
た．DAP12 欠損マウスでは B6 マウスと比較して骨折後 10 日目における軟骨組織が
多く，線維性骨の形成に遅れがみられた．骨折後 14 日目には B6 マウスにおいて仮
骨表面に皮質骨外殻の形成がみられたが，一方で DAP12 欠損マウスでは外殻形成に
著明な低下がみられた．骨折後 21 日目に骨折部の間隙は新生骨で架橋された． 
組織像の定量的評価の結果を図 5B および図 5C に示す．全評価時期を通して仮骨
の総面積に両群間での有意差はみられなかった．DAP12 欠損マウスでは B6 マウス
と比較して骨折後 7 日目における血腫面積の割合が大きく(DAP12 欠損マウス:20.1 
± 3.5 %; B6 マウス:7.6 ± 2.9 %; p < 0.05)，新生骨面積の割合が小さかった(DAP12
欠損マウス:13.1 ± 2.6 %; B6 マウス:26.5 ± 2.9 %; p < 0.01)．骨折後 10 日目におい
て，DAP12 欠損マウスでは B6 マウスと比較して軟骨仮骨面積の割合が大きく
(DAP12 欠損マウス:67.4 ± 5.3 %;  B6 マウス:46.6 ± 4.4 %; p < 0.05)，新生骨面積の
割合が小さかった(DAP12 欠損マウス:23.8 ± 3.4 %; B6 マウス:48.2 ± 5.6 %; p < 
0.01)．両群とも骨折後 14 日目において仮骨組織の大半が新生骨に置換されていた





5.4. 組織学的評価（TRAP 染色） 




合が B6 マウスと比較して有意に少なかった(DAP12 欠損マウス:43.7 ± 1.3 %; B6 マ




 骨折後 3 日目の抗 F4/80 抗体による免疫染色像を図 7A に示す． F4/80 陽性細胞
数を計測した結果，DAP12 欠損マウスにおける 1 視野あたりの F4/80 陽性細胞数は
B6 マウスと比較して有意に少なかった(DAP12 欠損マウス:28.6 ± 5.7; B6 マウ




5.6. Real time-PCR 
骨折後 5, 7, 10, 14 日目の骨折部仮骨における Col1a1, Col2a1, Col10a1 の発現を
図 8A に示す．骨形成遺伝子である Col1a1 の発現は骨折後 10 日目まで両群とも経
時的に増加しており，骨折後 7 日目に DAP12 欠損マウスにおける発現が B6 マウス
と比較して有意に低かった(p < 0.001)．骨折後 14 日目に B6 マウスにおける Col1a1
の発現は減少に転じていたが，DAP12 欠損マウスではいまだ増加傾向であった．軟
骨形成遺伝子であるCol2a1および Col10a1の発現は骨折後10日目まで両群とも経
時的に増加していたが，Col2a1 の発現は骨折後 5 日目に DAP12 欠損マウスで有意
な低下がみられた(p < 0.05)．Col10a1の発現は骨折後 5日目および 10日目にDAP12
欠損マウスで有意な低下がみられた(p < 0.05)．骨折後 14 日目において，B6 マウス
におけるCol2a1および Col10a1の発現はDAP12欠損マウスと比較して著明に減少
し，有意に低かった(Col2a1: p < 0.05; Col10a1:p < 0.05)． 
骨折後 3, 5 日目の骨折部血腫における Tnf, Il1b, Il6 の発現を図 8B に示す．DAP12
欠損マウスにおける Tnf の発現は B6 マウスと比較して有意に低下していた(p < 
0.05)．一方，Il1b および Il6 の発現には両群間での有意差はみられなかった． 










6.2. 炎症期における DAP12 のマクロファージ誘導作用 
骨折治癒過程の最初の段階である炎症期には，骨折部に起こった出血が血腫を形
成してマクロファージを含む炎症性細胞が血腫内へと浸潤する．血腫へ遊走したマ
クロファージは TNF-α, IL-1, IL-6 などの炎症性サイトカインを産生し 35)，これらの
サイトカインによってさらに炎症性細胞が動員され，骨折の修復カスケードが開始









6.3. 骨折における DAP12 の炎症促進作用 










いて，DAP12 は促進的役割を果たすと考えられる．  
 




において，TNF-α が重要な役割を果たしている 37)．本研究では DAP12 欠損マウス
で組織学的に軟骨形成の遅れがみられ，PCR において骨折後 3 日目と 5 日目の Tnf
23 
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【9.  図表】 
表 1. 評価時期および評価項目 
図 1. 破骨細胞の分化・活性化を制御するシグナル伝達機構 
図 2. 骨折装置 
図 3. X 線像 
図 4. マイクロ CT 像および構造解析 
図 5. 組織像（アルシアンブルー染色） 
図 6. 組織像（TRAP 染色） 
図 7. 免疫染色像（F4/80） 









骨折後日数（日） 3 5 7 10 14 21 28
骨形成期
組織像(アルシアンブルー染色） ○ ○ ○ ○ ○
組織像(TRAP染色） ○
組織形態計測（仮骨面積） ○ ○ ○ ○ ○
組織形態計測（血腫，軟骨仮骨，新生骨） ○ ○ ○
X線 ○ ○ ○ ○ ○
マイクロCT ○
免疫組織化学(F4/80) ○
RT-PCR(Tnf, Il1b, Il6 ） ○ ○












図 1. 破骨細胞の分化・活性化を制御するシグナル伝達機構 
破骨細胞の分化には転写因子である NFATc1 の発現が必須である．NFATc1 の持続的
な誘導には RANKL からのシグナルを介した初期誘導に加えて，活性型 IgLR から動
員されるカルシウムシグナルを介した NFATc1 の自己増幅が必要である． 
RANK : receptor activator of NF-kB, OPG : osteoprotegrin, RANKL : receptor 
activator of NF-kB ligand, TREM : triggering receptor expressed on myeloid cells, 
OSCAR : osteoclast associated receptor, CaMKIV : calcium/calmodulin-dependent 



















図 3. 脛骨 X 線像および骨癒合評価（骨折後 7, 10, 14, 21, 28 日目） 
(A) 代表的な単純 X 線像． 
(B) 骨癒合評価の結果．骨折部の骨性架橋は両群とも骨折後 14日目でみられ始め，





図 4. 骨折後 14 日目のマイクロ CT 像および構造解析 
(A)  代表的な骨折部の CT 横断像．DAP12 欠損マウスでは B6 マウスと比較して仮
骨内部の骨梁構造が密であり，仮骨表面の皮質骨外殻の形成に低下がみられる． 
(B)  仮骨の構造解析結果．DAP12 欠損マウスでは仮骨骨量幅が有意に大きく，仮骨
の皮質骨外殻の形成を表す percent new cortical shell areaが有意に小さい．(*p<0.05, 




図 5. 組織学的評価（アルシアンブルー染色像） 




(B)  仮骨面積の定量的評価．両群間での有意差はみられなかった．(各群 n=6) 
(C)  仮骨における血腫，軟骨，新生骨面積の割合．DAP12 欠損マウスは骨折後 7
日目で血腫が多く，新生骨が少ない．骨折後 10 日目には DAP12 欠損マウスで軟骨







図 6．組織学的所見（TRAP 染色像） 
(A) 骨折後 14 日目の仮骨内新生骨における TRAP 染色像(Scale bar=50μm)．破骨細
胞を矢印で示す． 






図 7. 免疫組織化学染色像（骨折後 3 日目，F4/80） 
(A)  骨折部血腫の組織像(Scale bar=200μm).  
(B)  血腫内の F4/80 陽性細胞数の計測結果．DAP12 欠損マウスでは 1 視野あたりの






図8. Real-time PCRによる遺伝子発現解析 







(B) 骨折部血腫におけるTnf, Il1b, Il6の発現．Tnf は骨折後3日目と5日目のいずれで
もDAP12欠損マウスで有意に減少していた．（*p<0.05, 各群n=6） 
 
